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COMPOSITION DE VACCIN SOUS UNTTAERE RECOMBINANT VTVANT 
ET PROCEDE DE PREPARATION 

La presente invention conceme de nouvelles compositions vaccinantes 
associant des vaccins sous unitaires recombinants vivants associes a des emulsions 
injectables, notamment du type eau dans huile (E/H), huile dans eau (H/E) ou eau dans 
huile dans eau (E/H/E), pour radministration en medecine veterinaire ou humaine. 

La presente invention concerne plus particulierement les vaccins vivants 
recombinants dans lesquels la proteine recombinante, qui est une proteine 
recombinante impliquee dans la reponse immunitaire protectrice contre un micro- 
organisme, en particulier contre un virus enveloppe, est exprimee in vivo par un 
vecteur viral constitue par un virus non enveloppe tel l'adenovirus, le virus de la 
vaccine, le Canarypox virus ou les baculovirus. 

La vaccination par des microorganismes vivants presente de nombreux 
avantages bien connus compares a la vaccination par des vaccins non vivants 
constitues de micro-organismes tues ou de proteines ou peptides isoles. 

Parmi les vaccins vivants, les vaccins vivants attenues sont largement 
utilises, mais ils ont comme inconvenient de presenter des risques pathogenes ; ainsi, il 
existe toujours une possibility d'une part, d'integration de 1'acide nucleique viral dans 
le genome de l'hote, et d'autre part, de reversion vers une forme virulente. 

Par ailleurs, les mutations ou deletions conduisant a l'attenuation de la 
virulence des vaccins vivants attenues entrainent parfois une diminution de la reponse 
immunitaire, necessitant Tinjection de doses importantes de composition vaccinale. 
L'utilisation d'adjuvants a ete teste afin de combler la diminution de la reponse 
immunitaire. 

Ainsi le brevet EP 129923 utilise des adjuvants huileux de type H/E pour 
ameliorer la reponse immunitaire. 

Si Ton constate ainsi une certaine amelioration de la reponse 
immunitaire, les microorganismes vivants attenues tels des virus vivants attenues, se 
presentant habituellement sous forme de lyophilisat, necessite une solubilisation dans 
un milieu essentiellement aqueux. La quantite dliuile que Ton peut alors introduire 
dans la phase aqueuse est tres limitee. 

II s'ensuit que seules des emulsions du type H/E peuvent etre preparees a 
partir d'un vaccin vivant attenue. 

Par ailleurs, certains microorganismes vivants attenues, tels les virus 
enveloppes vivants attenues, au contact direct d'une huile ou d'une phase huileuse, 
peuvent etre inactives, notamment sous l'effet d'une perte de l'integrite de leur 
membrane biologique. 
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Les progres du genie genetique pennettent d'obtenir des vaccins sous 
unitaires recombinants, consistant en des antigenes de plus en plus purifies, ou 
totalement synthetiques. 

La purete des vaccins sous unitaires recombinants est un atout 
incontestable sur le plan de la securite du vaccin comparativement aux vaccins 
attenues vivants. 

Habituellement, les vaccins sous unitaires recombinants consistent en 
une ou plusieurs proteines purifiees produites par des micro-organismes recombinants 
et injectees chez Thote. 

En raison de leur purete meme, ces vaccins sous unitaires recombinants 
non vivants, correspondant a ces vaccins constitues de proteines purifiees produites par 
des microorganismes recombinants, conduisent en general a une diminution de 
Tefficacite immunologique ; c'est pourquoi, l'emploi de vaccins sous unitaires 
recombinants necessite d'utiliser une quantite importante d'antigenes. 

De plus, les vaccins sous unitaires recombinants non vivants necessitent 
plusieurs injections ce qui est difficilement compatible avec des imperatifs 
economiques. 

Plus recemment, ont ete elabores des vaccins sous unitaires recombinants 
vivants, consistant en un micro-organisme vivant, generalement un virus, en tant que 
vecteur recombinant et dans lequel est insere un gene exogene. Selon Tinvention, les 
vaccins sous-unitaires recombinants vivants sont directement introduits chez lliote, 
dans lequel la proteine est exprimee in vivo, par le gene exogene, insere dans ledit 
microorganisme, pour declencher la reaction immunitaire. 

De tels vaccins ont ete decrits dans Tarticle de M. Eloit et al, Journal of 
General Virology (1990), 71, 2425-2431 ou dans la demande internationale WO-A- 
91.00107. Cette derniere decrit plus precisement une methode pour produire une 
reponse immune chez lliomme ou Tanimal au moyen d'un tel vaccin sous miitaire 
recombinant vivant qu f il est toutefois necessaire d'associer a un autre vaccin, consistant 
en un vecteur codant pour la HTV reverse transcriptase (HTVRT). 

Ces deux vaccins sont injectes independamment Tun de Tautre, a 
plusieurs jours, voir plusieurs semaines d'intervalle. Le vaccin HTVRT peut etre 
associe a un adjuvant tel une emulsion E/H, des sels mineraux, des polynucleotides ou 
des substances naturelles d'origine bacterienne. Le vaccin HTVRT est utile en tant que 
stimulant (booster) immunitaire du vaccin sous unitaire recombinant vivant. 

Uutihsation de vaccins sous unitaires recombinants vivants pennet de 
combler partiellement les inconvenients des vaccins sous unitaires recombinants non 
vivants ; il necessite cependant d r injecter des micro-organismes recombinants tels des 
virus recombinants en des quantites et concentrations tres importantes. 
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Mais meme ainsi, les reponses immunitaires obtenues restent encore 
insatisfaisantes. Pour eviter ces inconvenients, comme preconise dans ladite demande 
intemationale WO- A-9 1.00107, il est considere comme necessaire d'injecter outre le 
vaccin sous unitaire recombinant, un autre vaccin jouant le role de stimulant (booster) 
immunitaire. 

L'invention consiste alors en des vaccins sous unitaires recombinants 
vivants obviant aux inconvenients mentionnes ci-dessus. 

De fa9on surprenante, l'invention permet en outre d'associer directement 
des huiles en quantite importante a des microorganismes vivants, tels des virus 
recombinants vivants, exprimant au moins un antigene d'un virus enveloppe. 

La presente invention concerne une nouvelle composition de vaccin 
vivant recombinant caracterise en ce qu'elle comprend au moins un vaccin sous 
unitaire recombinant vivant associee a une emulsion injectable comportant (i) au moins 
une phase aqueuse et (ii) une phase huileuse comprenant au moins une huile. 

Plus particulierement, les vaccins de Tinvention sont des vaccins sous- 
unitaires recombinants vivants comprenant a titre de vecteur recombinant, un virus 
recombinant Avantageusement, ce virus est non enveloppe. II peut notamment etre 
choisi panni les adenovirus, le virus de la vaccine, le virus Canarypox, les herpes 
virus, les baculovirus. 

Les vaccins recombinants de l'invention sont egalement caracterises par 
l'association avec une emulsion injectable a base dliuile et d'eau ,et le cas echeant d'un 
systeme emulgateur, d ! un vecteur recombinant viral non enveloppe vivant dont le 
genome contient, inseree de preference dans une partie non essentielle pour la 
replication du virus enveloppe correspondant, une sequence codant pour une sous- 
unite antigenique induisant une synthese d'anticorps et/ou un effet protecteur contre le 
susdit virus enveloppe ou micro-organisme pathogene. Les sous-unites antigeniques 
peuvent etre par exemple, une proteine, une glycoproteine, un peptide, ou une fraction 
peptidique immunogene et/ou protectrice contre une infection par un micro-organisme 
vivant tel un virus enveloppe, une bacterie ou un parasite. 

Ladite emulsion peut etre du type H/E, E/H ou E/H/E. 

Uinteret de Tinvention consiste dans la possibility d^btenir ime 
composition stable, immunogene, fluide, dans une emulsion huileuse et permettant, de 
maniere surprenante, de diminuer la quantite d'immunogenes par rapport a une 
composition aqueuse du meme immunogene. 

Les huiles, constitutes de ladite phase huileuse, pouvant etre utilisees 
dans la composition de vaccin selon Tinvention sont avantageusement des huiles 
fluides choisies parmi les huiles minerales naturelles ou synthetiques, ou les huiles non 



I « 

WO 94/16681 



4 



PCT/FR94/00106 



minerales d'origines vegetales, animales ou synthetiques, connues pour leur absence ou 
leur faible toxicite. 

EUes doivent etre liquides a la temperature de stockage (+4°C) ou au 
moins donner des emulsions liquides a cette temperature. 

On choisira en particulier des huiles minerales a chaine lineaire ayant un 
nombre d'atomes de carbone de preference superieur a 16 et exemptes de composes 
aromatiques. 

Des exemples connus sont le MARCOL 52 (produit par ESSO France) et 
le DRAKEOL 6VR (produit par PENRECO USA). 

On peut egalement utiliser des huiles synthetiques telles que les 
polyisobutenes ou les polyisoproprenes. 

Parmi les huiles vegetales, on choisira des huiles insaturees riche en 
acide oleique qui sont biodegradables, par exemple les huiles d'arachide, d'olive, de 

sesame, de soja, de germe de ble. 

Pour les huiles animales, les memes criteres de tolerance et d'efficacite 
immunologiques sont requis. A titre d'exemple d'huile animale, on peut citer, le 
squalene, le squalane, lliuile de spermaceti. 

Un melange des huiles citees precedemment est avantageusement utilise 

dans le cadre de la presente invention. 

Habituellement les compositions vaccinales selon Tinvention comportent 

en outre un systeme emulgateur. 

II doit etre adapte pour donner des preparations injectables de type E/H, 

H/E ,E/H/E fluides et stables. 

II se compose d'un ou plusieurs agents tensioactifs ayant en melange un 
caractere lipophile ou hydrophile caracterise par un nombre HLB (Hydrophile - 
Lipophile - Balance) compris entre 1 et 19. 

Les emulgateurs sont de preference des esters obtenus par condensation 
d'un acide gras liquide a 20°C sur un sucre (mannitol, glucose, saccharose) ou du 
glycerol ou des derives de ces esters. 

Les acides gras satures sont de preference ceux ayant au moins 16 
atomes de carbone et en particulier les acides oleique, linoleique, ricinoleique, 
cetostearique. 

On utilise de preference les esters du mannitol ou des derives d'esters de 
mannitol. A titre d'ester de mannitol, on peut notamment citer, les oleates de mannitol 
obtenus, par anhydrisation de la chaine carbonee polyhydroxylee du mannitol qui se 
cyclise en 1-4 ou en 2-6. 
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Lesdits derives d'ester peuvent consister en des esters dont l'hydrophilie 
est modifiee pax greffage de fonctions hydrophiles telles qu f alcool, polyol, oxyde 
Methylene, oxyde de propylene, acide carboxylique, amine, amide. 

Tous les emulgateurs utilises doivent etre phannaceutiquement 
acceptables pour un usage en injectable, notamment etre depourvus de metaux lourds, 
et presenter des indices d'acide ou de peroxydes tres faibles. 

H est egalement souhaitable qu'ils satisfassent les nonnes de tests 
d'innocuite tels que.., par exemple, celui decrit par S.S. BERLIN (Annals of 
allergy,1962,20,473). 

Les emulgateurs utilises forment avec lliuile choisie une phase huileuse, 
homogene, limpide et stable qui sera emulsionnee avec le milieu aqueux propre a 
chaque preparation injectable. 

Le tableau 1 resume la nature minerale ou non minerale, c'est-a-dire 
metabolisable des huiles, le type d'emulsion vaccinale obtenu et les principales 
caracteristiques de ces huiles. 

Les compositions de vaccin selon l'invention peuvent etre utilisees pour 
preparer un vaccin destine a vacciner lliomme ou 1'animal, notamment les pores, les 
ovins, les bovins, les amides, les felides, les volailles et les poissons. 

Les concentrations de vaccins sous unitaires recombinants vivants dans 
les compositions selon l'invention peuvent varier en fonction de la nature de l'animal a 
vacciner et de celle dudit vaccin. Ces concentrations sont generalement comprises 
entre 

10 2 et 1015 micro-organismes ou virus / ml et de preference entre 10^ et 10*2 
micro-organismes ou virus/ml. 

Les volumes de la composition de vaccin selon l'invention a injecter a 
lliomme ou a 1'animal, sont fonction du poids de celui-ci ainsi que de la nature dudit 
vaccin. Ces volumes peuvent etre compris entre 10 ^1 et 5 ml. Pour lliomme ou un 
animal de poids voisin, tel certains primates, les volumes injectes peuvent etre compris 
entre 0,25 et 2ml. 

Habituellement, une composition de vaccin selon l'invention comprend 
moins de Ijig/ml, de preference moins de 0,3 jig/ml d'antigene, exprimee par le gene 
exogene dudit vaccin sous-unitaire recombinant vivant, prealablement a rinjection de 
ladite composition. Selon l'invention, en effet, l'antigene declenchant le phenomene 
immunitaire est essentiellement synthetise in vivo par ledit vaccin ; soit apres que 
celui-ci ait ete injecte a lliomme ou a ranimal a vacciner. 

Les compositions de vaccin selon l'invention peuvent etre preparees par 
differents procedes classiques, par exemple selon les procedes decrits dans EP 480981 
et EP 480982. Un tel procede permettant Tobtention d'une composition selon 
Tinvnetion peut consister a emulsionner un vaccin vivant recombinant en solution 
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aqueuse avec une huile minerale ou non minerale ou un melange d'huile minerale et 
non minerale sous la forme d'une emulsion E/H, H/E ou E/H/E. LTiuile ou les huiles 
peuvent etre associees a un adjuvant de Timmunite cellulaire telle Tavridine". 

Les proportions ponderales de la phase huileuse contenant l'huile 
associee ou non au systeme emulgateur et de la phase aqueuse contenant le antigenes 
ou les principes actifs varient respectivement dans 1'emulsion de 5 a 95% de phase 
huileuse, pour de 95 a 5% de phase aqueuse notamment de 25 a 75% de phase huileuse 
pour 75 a 25% de phase aqueuse. 

Le melange de la phase huileuse et de la phase aqueuse se fait de maniere 
classique, sous agitation a des temperatures comprises entre 20° et 40°C. 
L'ensemble des preparations obtenues doivent etre stables, c'est a dire que la 
preparation emulsionnee ne doit pas dephaser, ce qui signifie l'absence de liberation de 
la phase antigenique ou de la phase huileuse dans les conditions de stockage normales 
pour ce type de produit. Les compositions selon Tinvention peuvent presenter une 
stabilite superieure ou egale a 12 mois a 4°C. 

De plus, ces preparations vaccinales sont fluides, c'est a dire que la 
viscosite mesuree par un appareil a mobile toumant du type BROOKHELD peut etre 
inferieure a 200 mPa.s, avantageusement inferieure a 300 mPa.s a 25°C. 

Le caractere huileux ou aqueux de la phase continue de Temulsion est 
caracterisee par la conductivity mesuree en microsiemens par cm. 

Pour des valeurs inferieures a 20 microsiemens par cm environ, on 
obtient une phase continue huileuse a temperature ambiante. 

Font egalement parties de l'invention les vaccins recombinants vivants 
dans lequel la sequence codante dans ledit vaccin code par exemple pour une sous- 
unite antigenique des virus HIV tels les virus HTV1 ou HTV2, ou le virus FIV, 
Texpression de cette sous-unite antigenique induisant une synthese d'anticorps et/ou un 
effet protecteur contre ces memes virus. 

Dans les exemples qui suivent, la composition vaccinale utilisee est un 
adenovirus defectif exprimant la glycoprotein gp 50 du virus de la pseudorage (PRV). 
La construction de Tadenovirus recombinant Ad-gp 50, l'expression de l'antigene gp 50 
dans des cultures cellulaires, la reponse immunitaire et la protection conferee par 
vaccination de souris et de lapins avec Ad-gp 50 sont decrits dans la publication de 
M-Eloit et al, Journal of General Virology (1990), 71 : 2425-243 1. 

Brievement, la lignee cellulaire 293, une lignee embryoimaire humaine 
transformee par un adenovirus de type 5 (Ad-5) (Graham et al, 1977, Journal of 
General Virology, 36 : 59-72) a ete utilisee pour la transfection, la multiplication et le 
titrage de Tadenovirus. 
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La construction de Ad - gp 50 utilise un Ad 5 delete dans la region E3 
non essentielle a la croissance du virus. 

L'Ad - gp 50 exprime de hauts niveaux de gp 50 dans les lignees 
cellulaires completant ou non El A, et notaniment dans les cellules Hela depletees pour 
le gene El A. 

Les auteurs remarquent que, in vivo, la reponse en anticorps, mesuree par 
un test ELISA,est significative pour des concentrations elevees en Ad-gp50 tandis que 
la protection conferee a des souris ou des lapins est faible apres epreuve a l'infection 
parle PRV. 

L'interet de Tinvention consiste a emulsionner ce type de vaccin vivant 
recombinant dans des huiles associees a des emulgateurs decrits plus haut afin 
d ! augmenter, d'une part, leur pouvoir immunogene et protecteur en diminuant les doses 
de virus vivants injectes, et d'autre part, d'augmenter la synthese de cytokines telles les 
Interleukines, en particulier les IL2 et les IL6. 

Dans les differents exemples qui suivent le virus Aujeszky est equivalent 

a PRV. 

Exemple 1 (comparatifl : Induction d'anticorps et efficacite de la vaccination en 
absence ^adjuvants 

Le vaccin est constitue d'adenovirus recombinants Ad - gp 50 decrits 
precedemment. 

Les compositions de vaccins, a trois concentrations d'Ad-gp 50, CI, C2 
et C3, sont inocules a JO par voie sous cutanee dans des souris OF1, reparties en trois 
groupes, (10 souris par groupe), araison de 100 pxl par souris. 
Les trois concentrations vaccinales utilisees sont defmies comme suit : 

- 10 9 virus/ml, soit 10* TC ID50/souris (CI) 

- 3. 10 8 virus/ml, soit 10 7 > 4 TCID/50 souris (C2) 

- 3.10 7 virus/ml, soit 10M TCID/50 souris (C3) 

Le protocole utilise pour evaluer Tefficacite de la preparation vaccinale est decrit sur la 
figure 1. 

Un prelevement de serum est effectue deux semaines plus tard pour 
evaluer la quantite d'anticoips anti gp 50 induite par les preparations vaccinales. 

Pour evaluer TefiQcacite des vaccins, une epreuve "challenge" est 
effectuee en presence d'une preparation de virus Aujeszky virulente a la concentration 
de 20 DL50, definie par une experimentation preliminaire. 

Ladite concentration correspond a une mortalite de 100% chez des souris 
non vaccinees. 
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La mortalite est observe sur 240 heures ; au - dela de cette periode toutes 
les souris resistent a Tepreuve. 
Deux parametres sont valides : 

- le taux de survie, exprime en pourcentage, observe a la fin de l'experimentation 

- la cinetique de mortalite. 

Resultats 

- Dosage des anticorps anti gp 50 : 

Le prelevement du serum est effectue deux semaines apres les 
immunisations. 

Le dosage des anticorps anti gp 50 est effectue par ELISA, par la technique decrite par 
Eloit et coll.,Veterinary Record, 1989, 124 : 91-94. 

Les resultats obtenus sont represents dans la figure 2, dans laquelle : 

- CI, C2, C3 represented respectivement les trois concentrations d'Ad-gp 50 : 10 9 , 
3.10 s et3.10 7 virus/ml. 

- les titres sont indiques en ordonnees et indiquent la dilution necessaire a 1'obtention 
d'une D.O.(densite optique) superieure au bruit de fond; 

- T indique un temoin absolu : non vaccine ; 

En absence d'adjuvant, une induction d'anticorps est obtenue uniquement 
a la concentration de 10 9 Ad-gp50/ml ; aux concentration de 3.10 8 et 3.10 7 Ad- 
gp50/ml, on ne detecte pas d'anticorps anti gp 50. 

- Epreuve avec le virus virulent 

La resistance a l'epreuve par du virus Aujeszky est evaluee aux trois 
concentrations vaccinales CI, C2 et C3. 

Les taux de survie apres Tepreuve sont presentees sin- la figure 3. 
Le pourcentage de survie est exprimee en ordonnees. 

Une protection partielle au challenge (50%) est observe en presence de 
Cl(10 9 Ad-gp50/ml). 

Pour C2 (3.10 8 /ml ) et C3 (3.10 7 /ml), une absence de protection 
significative est observee par rapport a un temoin absolu (non vaccine). 
Le temoin absolu (non vaccine) presente un taux de mortalite de 100%. 

La figure 4 represente la cinetique de survie a Tepreuve de Tinfection par 
le virus Aujeszky apres immunisation sans adjuvant. 
Le pourcentage de viabilite est exprime en ordonnee. 



WO 94/16681 



9 



PCT/FR94/00106 



On note que la mortalite est observee avant 120 heures pour le temoin 
comme pour les concentrations C2 et C3. 

On remarque done qu'en l'absence d'adjuvant, Tadenovirus recombinant 
est incapable d f induire des anticorps anti gp50 et d ! induire une quelconque protection 
au challenge avec le virus Aujeszky infectieux a une concentration inferieure a 10^ 
Ad- gp50 /ml. Seule une protection partielle est obtenue avec une concentration de 10^ 
Ad-gp50/mL 

- Exemple 2 : Induction d'une reponse immunitaire et d'une protection a 1'epreuve 
du virus Auieszkv en presence d'adiuvant huiieux de type E/H. H/E, E/H/E : 

Les 6 adjuvants decrits dans le tableau 1 ci-apres ont ete testes quant a 
leur potentialite a induire des anticorps anti gp 50 et a induire une resistance apres une 
epreuve avec des virus Aujeszky infectieux telle que definie dans l'exemple 1. 
Les preparations vaccinales sont realisees a la seringue par melange de Tadjuvant et 
des virus recombinants aux concentrations CI, C2 et C3, telles que definies dans 
l'exemple 1, dans les preparations suivantes : 

1) Preparations vaccinales H/E 
preparation n°l 

25% adjuvant (huile + systeme emulgateur)( 1 ) 
75% composition immunogene 

(1) = Montanide ISA 25 

preparation n°2 

25% adjuvant (huile + systeme emulgateur + avridine) ( 2 ) 
75% composition immxinogene 

(2) = Montanide ISA 25A 

preparation n°3 

20% adjuvant (huile + systeme emulgateur)( 3 ) 
80% composition immunogene 

(3) Montanide ISA 28 
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2) Preparations vaccinales E/H/E 
preparation n°4 

50% adjuvant (huile + systeme emulgateur)( 4 ) 
50% composition immunogene 
(4) Montanide ISA 206 

3 ) Preparations vaccinales E/H 
preparation n° 5 

55% adjuvant (huile + systeme emulgateur)( 5 ) 
45% composition immunogene 

(5) Montanide ISA 50 

preparation n° 6 

70% adjuvant (huile + systeme emulgateur)( 6 ) 
30% composition immunogene 

(6) Montanide ISA 708 
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TABLEAU I 



N° 


ADJUVANT 


HUILE 


TYPEDE 
VACCIN 


% Phase 
aqueuse/Adjuvant 
(en poids) 


VISCOSITE 
(m.Pa.s) 


CONDUCTWITE 
25°C 
Oi S. cm"^) 


1 


MONTANIDE 
ISA 25 


Minerale 


H/E 


75% 


20 


5000 


2 


MONTANIDE 
ISA25A 


Minerale + 
Avridine* 


tt/t 

H/E 


75 % 


20 


5000 


3 


MONTANIDE 
ISA 28 


Minerale + 
non minerale 


H/E 


75 % 


25 


1000 


4 


MONTANIDE 
ISA 206 


Minerale 


E/H/E 


50% 


50 


1000 


5 


MONTANIDE 
ISA 50 


Minerale 


E/H 


50% 


200 


1 


6 


MONTANIDE 
ISA 708 


Non 

minerale 


E/H 


30% 


70 


1 



* Avridine = N,N-dioctadecyl-N-bis (2-hydroxyethyl)-propanediamine 

Tous les Montanides ISA mentionnes ci-dessus sont fabriques et 
commercialises par la societe SEPPIC. Les emulgateurs qu'ils comportent, sont des 
derives d'ester de mannitol. 
Ces preparations sont comparees : 

- aux preparations vaccinales sans adjuvant decrites dans l'exemple 1 (Tl) 

- a deux groupes temoins constitues pour Tun des souris non vaccinees (T2) et pour 
Tautre de souris dans lesquelles on injecte l f adjuvant,Montanide ISA 50, en absence 
d'Ad-gp50 (T3). 

Les dosages des anticoips anti gp50, les mesures des pourcentages de 
taux de survie et les mesure de cinetique de mortalite sont realises selon les protocoles 
decrits dans Texemple 1 ci-dessus. 

Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 2 ci-dessous et sur les figures 
5, 6, 7, 8, 9, 10, dans lesquels CI, C2, C3 ont les memes significations que dans 
l'exemple 1. 
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TABLEAU n 



ADJUVANT 


Ad - gp50 concentration 


ELISA titre 


Montanide ISA 25 


CI 


>256 : 


Montanide ISA 25 


C2 


128 


Montanide ISA 25 


C3 


< 4 


Montanide ISA 25 A 


CI 


>256 


Mrmtarride TSA 25 A 


C2 


90 


Montanide ISA 25 A 


C3 


90 


Montanide ISA 28 


CI 


>256 


Montanide ISA 28 


C2 


256 


Montanide ISA 28 


C3 


32 


Montanide ISA 206 


CI 


>256 


Montanide ISA 206 


C2 


256 


Montanide ISA 206 


C3 


>256 


Montanide ISA 50 


CI 


>256 


Montanide ISA 50 


C2 


>256 


Montanide ISA 50 


C3 


< 4 


Montanide ISA 708 


CI 


>256 


Montanide ISA 708 


C2 


>256 


Montanide ISA 708 


C3 


< 4 


neant (Tl) 


CI 


256 


neant 


C2 


< 4 


neant 


C3 


<4 


Montanide ISA 50 (T3) 


0 


<4 


neant (T2) 


0 


<4 | 



a) Resultats avec des emulsions type H/E 
- Dosage des anticorps anti gp 50 

Le tableau 2 montre que les taux d'anticorps anti gp 50 sont significativement 
superieurs a ceux obtenus avec le temoin sans adjuvant et ce respectivement pour les 
Montanides ISA 25 , Montanide ISA 25 A, qui est le Montanide ISA 25 additionnee 
d'avridine, stimulant de rimmunite cellulaire et le Montanide ISA 28. 

-Epreuve avec le virus virulent 

Les figures 5, 6, 7, indiquent le pourcentage de viabilite en fonction du temps pour les 
trois concentrations vaccinaies, comparees au temoin T2, et ce respectivement pour les 
Montanides ISA 25 (figure 5), Montanide ISA 25 A (figure 6), et le Montanide ISA 28 
(figure 7); 
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L'effet adjuvant est a comparer aux resultats obtenus sans adjuvant et represents sur la 
figure 4. 

b) Resultats avec des emulsions de type E/H/E : 

- Dosage des anticorps anti gp 50 

Les resultats representee sur le tableau 2 montrent clairement que le taux d'anticorps 
anti gp 50 obtenu en presence de Montanide ISA 206 est significativement superieur a 
ceux obtenus avec le temoin T2 pour les 3 concentrations de gp50 testes. 

- Epreuve avec le virus virulent 

La figure 8 represente les resultats apres challenge obtenus avec 1'huile minerale 
Montanide ISA 206 en association avec 1'Ad-gp 50. 

Un taux de survie de 70% et 50% sont obtenus pour les concentrations les plus faibles 
d'Ad-gp 50 

c) Resultats avec des emulsions de type E/H 

- Dosage des anticorps anti gp 50 

Le tableau 2 montre un taux d'anticorps significativement detectables .a la 
concentration de 3.10^ Ad- gp50/ml tandis que pour cette meme concentration la 
detection d'anticorps anti gp 50 est impossible en l'absence d'adjuvant. 

- Epreuve avec le virus virulent 

Les resultats obtenus avec le Montanide ISA 50 (huile minerale) et le Montanide ISA 
708 (huile minerale) sont represents respectivement sur la figure 9 et 10. 
Un taux de survie superieur a 60% pour le Montanide ISA 50 et a 50% pour le 
Montanide ISA 708 est obtenu pour toutes les concentrations d f Ad- gp50. 

En l'absence d'adjuvant selon l'invention, on rappelle (voir figure 4) que le taux 
de survie est de 10% avec les concentrations C2 et C3. 

Le tableau 2 indique done clairement que le taux d'anticorps anti gp 50 en 
presence des adjuvants selon l'invention est significativement superieur a celui obtenu 
en absence d'adjuvant huileux. 

Les figures 4 a 10 indiquent que, alors qu'en l'absence d'adjuvant huileux selon 
Tinvention, (figure 4) on observe une protection partielle (50%) au challenge en 
presence de 10 9 Ad-gp50/ml et une absence de protection (10%) en presence de 3.10 8 
et 3.107 Ad-gp50/ml. 
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L'utilisation de Montanide ISA pennet d'obtenir des taux de protection jusqu'a 
100% pour la concentration la plus elevee (10 9 Ad-gp50/ml), 90% (3.10 8 Ad-gp50/ml) 
et 60% (3. 10 7 Ad-gp50/ml). 

L'ensemble de cet etude pennet de montrer l'interet d'utiliser des adjuvants de 
type huileux selon l'invention sur des vaccins sous-unitaires recombinants vivants 
permettant d'augmenter de maniere significative le taux d'anticorps specifiques du gene 
exprime et la protection contre l'agent infectieux. 
Ces resultats significatifs sont obtenus en primovaccination. 
Parmi les vaccins adjuves efficaces testes on distingue done : 

- Les vaccins de type E/H (Montanide ISA 50 et ISA 708): 

* ils induisent d'importants taux d'anticorps aux concentrations de 10 9 et 3.10** 
Ad-gp50/ml tandis qu'ils ne sont pas detectables a la concentration de 3.10 7 
Ad-gp50/ml. 

* ils protegent contre le challenge avec le virus Aujeszky infectieux pour les trois 
concentrations testees a des taux superieurs a 50%. 

II semble done ici qu'il n'y a pas ici de stricte correlation entre le taux de survie et 
Tinduction d'anticorps anti gp 50. 
Ce phenomene pourrait etre lie a : 

- une induction tres importante d r une classe d'immunoglobuline non detectable par le 
dosage ELISA utilise (IgM, IgA, IgE). 

- et/ou Tinduction d'une immunite de type cellulaire. 

- Les vaccins de type E/H/E (Montanide ISA 206) : 

* ils induisent des taux d'anticorps tres importants pour les trois concentrations 
d f Ad-gp50 testes (109/ml, 3.10 8 /ml, 3.10 7 /ml). 

* ils protegent contre le virus Aujeszky infectieux pour les trois concentrations 
testees a des taux superieurs a 50%. 

- Les vaccins de type H/E avec les Montanide ISA 25 et ISA 28 

* ils induisent des taux d'anticorps specifiques anti gp 50 importants aux 
concentrations de 10 9 et 3.10 8 Ad-gp50/ml tandis qu'en presence de Montanide 
ISA 28 on detecte encore la presence d'anticorps anti gp 50 a la concentration 
d'Ad-gp 50 la plus faible (3. 10 7 /ml)- 

* ils protegent contre le virus Aujeszky infectieux avec le Montanide ISA 28 a 
des taux compris entre 40 et 55%. 

Ce type de vaccins (H/E) apparait cependant globalement moins efficaces que 
les vaccins de type E/H ou E/H/E. 
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- Les vaccins de type H/E avec un adjuvant de rimmunite cellulaire. 

L'adjonction d'un adjuvant de type avridine au Montanide ISA 25 permet 
d'obtenir des protections a l'epreuve de 100 % pour la concentration d'Ad-gp50 
la plus elevee (10 9 /ml) sans induire une quantite plus importante d'anticorps 
anti gp 50. 

- Obervations de reactions locales: 

Une observation macrocospique ne revele ni de reactions locales, ni de 
granulomes au site d'injection. 

EXEMPLE 3 

Induction de la svnthese d ! anticorps et d'Interleukines 

Les 6 adjuvants decrits dans le Tableau 1 ont ete testes quant a leur potentialite 
a induire la synthese de l'lnterleukine IL2. 

Les compositions de vaccin comprenant lesdits adjuvants ont ete injectees a 
differents groupes de 10 souris chacun. 

Chaque groupe a ete vaccine avec une composition de vaccin comprenant Tun 
des 6 adjuvants et Ad-gp 50 en des concentrations CI, C2 ou C3, telle que definies 
dans l'exemple 1. 

A titre comparatif, on a injecte a d'autres groupes de 10 souris une composition 
ne comprenant pas, soit un adjuvant selon Tinvention, soit Ad-gp 50, soit encore ni 
adjuvant ni Ad-gp 50. 

Dans tous les cas, chaque souris a ete traitee par 100 de composition. 

Le titre sen que en IL2, obtenus 14 jours apres la vaccination, figurent dans le 
Tableau 3, ci-apres. Ce titre a ete mesure par une technique ELISA commercialisee par 
la societe Genzyme corps. 
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ADJUVANT 


Ad - gp50 (concentration) 


IL2 titre (pg/m!) 


Montanide ISA 25 


CI 


70 


Montanide ISA 25 


C2 


55 


Montanide ISA 25 


C3 


60 


Montanide ISA 25 A 


CI 


110 


Montanide ISA 25 A 


C2 


75 


Montanide ISA 25 A 


C3 


75 


Montanide ISA 28 


CI 


110 


Montanide ISA 28 


C2 


75 


Montanide ISA 28 


C3 


100 


Montanide ISA 206 


CI 


110 


! Montanide ISA 206 


C2 


95 


Montanide ISA 206 


C3 


90 


Montanide ISA 50 


CI 


125 


Montanide ISA 50 


C2 


100 


Montanide ISA 50 


C3 


70 


Montanide ISA 708 


CI 


140 


Montanide ISA 708 


C2 


100 


Montanide ISA 708 


C3 


60 


neant 


CI 


55 


neant 


C2 


<50 


neant 


C3 


< 50 


Montanide loA jv 




^ en 
< jU 


neant 


neant 


<50 



Comme il apparait des resultats obtenus, la synthese dTL2 est fortement 
stimulee par un adjuvant associe a l'Ad-gp 50 , selon rinvention. 



EXEMPLE 4 

Les adjuvants Montanide ISA 25, Montanide ISA 206 et Montanide 50, tels que decrits 
dans le Tableau 1, ont ete testes quant a leur potentialite a induire la synthese de 
ITnterleukine IL6. 

Les compositions de vaccin comprenant lesdits adjuvants ont ete injectees a 
differents groupes de 10 souris chacun. 

Chaque groupe a ete vaccine avec une composition de vaccin comprenant Tun 
desdits adjuvants et Ad-gp 50 en des concentations Cj, C2 ou C3, telles que definies 
dans Texemple 1. 
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A titre comparatif, on a traite d'autres groupes de 10 souris en leur injectant une 
composition ne comprenant pas, soit un adjuvant selon Tinvention, soit Ad-gp50, soit 
encore, ni adjuvant, ni Ad-gp 50. Dans tous les cas, on a injecte 100 ^1 de composition 
a chaque souris. Le titre serique en IL6, obtenu 14 jours apres Tinjection, figure dans le 
Tableau 4, ci-dessous. Ce titre en IL6 a ete mesure par une technique ELISA classique 
commercialisee par la societe Endogen. 



TABLEAU 4 



ADJUVANT 


Ad-gp50 


IL6 (pg/ml) 


MONTANIDE ISA 25 


CI 


<50 


MONTANIDE ISA 25 


C2 


<50 


MONTANIDE ISA 25 


C3 


<50 


MONTANIDE ISA 25A 


CI 


<50 


MONTANIDE ISA 25A 


C2 


<50 


MONTANIDE ISA 25A 


C3 


<50 


MONTANIDE ISA 206 


CI 


1250 


MONTANIDE ISA 206 


C2 


110 


MONTANIDE ISA 206 


C3 


1250 


MONTANIDE ISA 50 


CI 


<50 


MONTANIDE ISA 50 


C2 


<50 


MONTANIDE ISA 50 


C3 


<50 


neant 


CI 


<50 


neant 


C2 


<50 


neant 


C3 


<50 


MONTANIDE ISA 50 


neant 


<50 




neant 


<50 



Comme il apparait des resultats obtenus, la synthese d'IL6 est stimulee par la 
composition de vaccin comprenant l'adjuvant Montanide ISA 206, du type emulsion 
E/H/E, associe a FAd-gpSO. 



EXEMPLE 5 

Les 6 adjuvants decrits dans le Tableau 1 ont ete testes quant a leur potentialite 
a induire la synthese des quatre differentes sous-classes d'Anticorps anti gp50, a 
savoir les Ig Gl, Ig G2a, Ig G2b et Ig G3. 

Les compositions de vaccin ont ete injectees a des groupes de 10 souris chacun. 
Chaque groupe de souris a ete vaccine avec une composition de vaccin comprenant 
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Tun des 6 adjuvants et Ad-gp50 en des concentrations CI, C2 ou C3, telles que 
definies dans l'exemple 1. 

A titre comparatif, on a traite d'autres groupes de 10 souris en leur injectant une 
composition ne comprenant pas, soit un adjuvant seion l'invention, soit Ad-gp 50, soit 
encore, ni adjuvant, ni Ad-gp 50. 

Dans tous les cas, les souris ont chacune ete traitees par injections de 100 \i\ de 
composition selon l'invention ou comparative. 

Le titre serique (exprime par la deroiere dilution a laquelle Tadsoiption est 
superieure a celle du temoin consistant en une composition comprenant un adjuvant et 
pas Ad-gp50), en chaque anticorps IgG, obtenus 14 jours apres l'injection de ladite 
composition, figure dans le Tableau 5, ci-apres. Le titre serique a ete mesure de 
maniere classique par une methode ELISA. 
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TABLEAU 5 



ADJUVANT 


Ad-GP 50 


IgGl 


IgG2a 


IgG2b 


IgG3 


Montanide ISA 25 


CI 


1024 


32 


32 


8 


Montanide ISA 25 


C2 


256 


32 


16 


8 


Montanide ISA 25 


C3 


16. 


<8 


<8 


<8 j 


Montanide ISA 25A 


CI 


1024 


128 


128 


64 


Montanide ISA 25 A 


C2 


512 


16 


16 


8 


Montanide ISA 25 A 


C3 


128 


16 


32 


<8 


Montanide ISA 28 


CI 


512 


128 


128 


16 


Montanide ISA 28 


C2 


512 


64 


128 


<8 


Montanide ISA 28 


C3 


128 


<8 


<8 


<8 


Montanide ISA 206 


CI 


2048 


1024 


512 


32 


Montanide ISA 206 


C2 


512 


128 


64 


16 


Montanide ISA 206 


C3 


1024 


128 


64 


32 


Montanide ISA 50 


CI 


1024 


512 


512 


128 


Montanide ISA 50 


C2 


512 


64 


64 


64 


Montanide ISA 50 


C3 


<8 


<8 


<8 


<8 


Montanide ISA 708 


CI 


5096 


512 


512 


128 


Montanide ISA 708 


C2 


1024 


64 


64 


32 


neant 


CI 


128 


64 


32 


8 


neant 


C2 


8 


<8 


<8 


<8 


neant 


C3 


<8 


<8 


<8 


<8 


Montanide ISA 50 


neant 


<8 


<8 


<8 


<8 


neant 


neant 


<8 


<8 


<8 | 


<8 



Comme il apparait des resultats, une composition de vaccin selon 
Tinvention pennet la synthese des 4 sous-classes d'anticorps anti-gp 50. 

II va de soi que les exemples ci-dessus sont donnes a titre 



illustratif. L'invention concerne aussi toute composition contenant une ou des 
huiles minerales, non minerales ou mixtes (minerale + non minerale) associe a 
un systeme emulgateur presentant les caracteristiques physicochimiques 
(viscosite, conductivity des Montanide ISA et susceptibles d'etre emulsionnee 
avec une solution aqueuse contenant un vaccin recombinant, dans lequel une 
proteine ou une peptide immunogene de n'importe quel agent pathogene est 
exprime dans un vacteur dont la replication est compatible avec une emulsion 
huileuse. 
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REVINDICATIONS 

1. Composition de vaccin vivant recombinant caracterisee en ce quelle comprend au 
moins un vaccin sous unitaire recombinant vivant associee a une emulsion injectable 
comportant (i) au moins une phase aqueuse et (ii) une phase huileuse comprenant au 
moins une huile. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que le vaccin sous unitaire 
recombinant vivant comporte mi vecteur recombinant consistant en un virus 
recombinant, de preference un virus recombinant non enveloppe. 

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee en ce que le virus recombinant 
est choisi parmi les adenovirus, le virus de la vaccine, le Canarypox virus, les herpes 
virus ou les baculovirus. 

4. Composition selon Tune des revendications 2 et 3, caracterisee en ce que le virus 
recombinant est un adenovirus. 

5. Composition selon Tune des revendications 2 a 3 caracterisee en ce que le virus 
recombinant est le canarypox virus. 

6. Composition selon Tune des revendications 2 a 3 caracterisee en ce que le virus 
recombinant est un baculovirus. 

7. Composition selon l'une des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que la phase 
huileuse comporte un systeme emulgateur. 

8. Composition selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que ladite 
emulsion est du type E/H/E ou du type E/H. 

9. Composition de vaccin vivant contre un virus enveloppe ou un micro-organisme 
pathogene caracterisee par I'association avec une emulsion injectable a base d'eau et 
d'une phase huileuse comportant au moins une huile et, le cas echeant, un systeme 
emulgateur, d'un vaccin sous-unitaire recombinant vivant consistant en un vecteur 
recombinant viral vivant dont le genome contient, une sequence codant pour une sous 
unite antigenique induisant une synthese d'anticorps et/ou un effet protecteur contre le 
susdit virus enveloppe ou micro-organisme pathogene. 
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10. Composition selon la revendication 9 et 10 caracterisee en ce que le vecteur viral 
est un virus non-enveloppe. 

11. Composition selon Tune des revendications 9 et 10 caracterisee en ce que ladite 
sequence code pour une sous-unite antigenique induisant un effet protecteur contre les 
virus HTV tels les virus HIV1 ou HTV2. 

12. Composition selon Tune des revendications 9 et 10 caracterisee en ce que la dite 
sequence code pour une sous-unite antigenique induisant un effet protecteur contre le 
virus FTV. 

13. Composition selon Tune des revendications 9 et 10, caracterisee en ce que ladite 
sequence code pour une sous-unite antigenique induisant un effet protecteur contre le 
virus Aujesky. 

14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce que la sequence 
contenue dans le genome du vecteur viral est une sequence codant pour la 
glycoprotein gp 50 du virus Aujeszky, et en ce qu ! il est protecteur vis a vis d'une 
infection par le virus Aujeszky. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 a 14 caracterisee en ce que lliuile est 
de type mineral ou non mineral. 

16. Composition selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisee en ce qu'elle 
presente une stabilite superieure ou egale a 12 mois a 4°C et une viscosite inferieure a 
300 millipascals .s a 25°C. 

17. Composition selon Tune des revendications 1 a 16, caracterisee par le fait que les 
proportions ponderales de la phase huileuse contenant de l'huile associee ou non au 
systeme emulgateur, et de la phase aqueuse contenant les antigenes ou les principes 
actifs varient respectivement de 5 a 95% de phase huileuse, pour de 95 a 5% de phase 
aqueuse notamment de 25 a 75% de phase huileuse pour 75 a 25% de phase aqueuse. 

18. Composition selon Tune des revendications 1 a 17 caracterisee en ce que la phase 
huileuse contient un systeme emulgateur comprenant (i) un ester obtenu par 
condensation d'un acide gras, liquide a 20°C, sur un sucre ou du glycerol, ou/et (ii) un 
derive d ! un tel ester. 



WO 94/16681 



22 



PCT/FR94/00106 



19. Composition selon la revendication 18 caracterisee en ce que ledit sucre est le 
mannitol. 

20. Procede de preparation d'une composition de vaccin vivant recombinant caracterise 
en ce qu'il consiste a emulsionner un vaccin vivant recombinant en solution aqueuse 
avec une huile minerale ou non minerale ou un melange dliuile minerale ou non 
minerale sous la forme d'une emulsion E/H ou H/E ou E/H/E. 

21. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que l'huile minerale ou non 
minerale peut etre associe a un adjuvant de l'immunite cellulaire tel Tavridine. 

22. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 a 19 pour preparer 
un vaccin destine a lliomme ou Tanimal. 

23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 a 19 pour preparer 
un vaccin destine a Tinduction de la synthese de cytokines, en particulier des 
interleukines. 

24. Utilisation selon la revendication 23, caracterisee en ce que lesdites interleukines 
consistent en TIL2 ou 1TL6. 
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